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研究成果の概要（和文）：膠芽腫内の腫瘍関連マクロファージ(TAM)の浸潤程度は非常に高値であった。また、
正常脳と比較してlow grade gliomaではSIRPaの発現量ほぼ同等であり、膠芽腫では発現は低下していた。、ま
たCD47の発現も膠芽腫では低下していた。一方、マクロファージにおいてはSIRPaの発現は低下しているもの
の、CD47の発現は維持されてた。膠芽腫細胞にSIRPaの抗体を投与したが、有意な抗腫瘍効果は得られなかっ
た。SIRPaの発現が弱い膠芽腫においてはSIRPs抗体単独では不十分の可能性が高く、他の抗体、具体的にはPD1
抗体あるいはWT1抗体などの補助抗体が必要であると思われる。

研究成果の概要（英文）：The infiltration of tumor-associated macrophages (TAM) in glioblastoma was 
very high. In addition, the expression level of SIRPa was almost the same in low grade glioma as 
compared with normal brain, and the expression level was decreased in glioblastoma. Also, the 
expression of CD47 was decreased in glioblastoma. On the other hand, in macrophages, the expression 
of SIRPa was decreased, but the expression of CD47 was seen. SIRPa antibody was administered to 
glioblastoma cells, but no significant antitumor effect was obtained. In glioblastoma with weak 
SIRPa expression, anti-SIRPs antibody alone is likely to be insufficient, and other antibodies, 
specifically co-antibodies such as PD1 antibody or WT1 antibody, may be required.

研究分野：脳腫瘍

キーワード： 腫瘍関連マクロファージ　膠芽腫　SIRPa　CD47

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
膠芽腫の腫瘍内には多数のM2マクロファージが浸潤しており、独自の免疫環境を構築していることが明らかとな
った。一方、膠芽腫の細胞のSIRPaの発現、CD47の発現は正常脳に比較して弱いことが判明した。マクロファー
ジ、膠芽腫細胞のSIRPa-CD47の免疫チェックポイント阻害をSIRPa抗体のみでブロックするだけでは十分な抗腫
瘍効果を得ることが出来ない可能性が高く、今後新たな方法を模索する必要がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
膠芽腫は手術、放射線化学療法などの集学的治療を施行しても、生存期間中央値は約１年半の
極めて悪性の脳腫瘍である。膠芽腫の難治性は高度の増殖能、浸潤能や薬剤耐性能、Drug Delivery
など様々な要素が影響している。色々な治療法が開発されているが、未だ有効な治療法は無い。 

Signal regulatory protein α（SIRPα）は，主に骨髄性細胞の単球、マクロファージ、樹状細胞や
神経細胞に発現している SIRPファミリー由来の制御性膜糖タンパク質の１つで、抑制性レセプ
ターとして働き、膜貫通タンパク質 CD47と相互作用する。CD47は細胞外基質タンパクと反応
するインテグリン関連タンパク質で、正常細胞は通常 CD47 を細胞表面に提示している。CD47
はいわゆる「Don’t me eat」分子であり、SIRP αと CD47の結合により，宿主細胞食作用のよう
な自然免疫細胞のエフェクター機能がネガティブに制御され、マクロファージの貪食作用が抑
制される。 
マクロファージの免疫チェックポイント機構である CD47/SIRPαシグナルが働くと、マクロフ
ァージの貪食作用が抑制されるため、そのチェックポイントを解除する阻害剤がいくつか開発
され、一部臨床試験に進んでいるものもある。これらの治験で使用されている薬剤は殆どがCD47
に対する抗体・阻害薬で、SIRPaに対する阻害薬は殆どない。 
連携研究者である村田らは、腎がんや悪性黒色腫などの固形癌の移植マウス実験より、抗

SIRPα 抗体が、マクロファージの SIRPα に結合して CD47 と SIRPα の結合を阻害しマクロファ
ージの貪食抑制（チェックポイント）を解除するのみでなく、抗 SIRPα抗体ががん細胞の SIRPα
にも結合することでマクロファージによるがん細胞の貪食作用を誘導することを示し、抗 SIRPα
抗体による二重の抗腫瘍作用があることを明らかにした。 

 
 
２．研究の目的 
 
膠芽腫に浸潤している TAM の性質、そして TAM が膠芽腫の維持、増大・悪性化にどのよう
に寄与しているかを検証する。そして、マクロファージの免疫チェックポイントである
SIRPα/CD47の阻害によって抗腫瘍効果を得られるかを解析する。 
 
３．研究の方法 
 
(1)TAMの樹立と膠芽腫細胞の共培養による検討 
 
健常人の血液を採取し、CD14+単球(monocyte)をMACSにてソーティングして単離する。単離
した CD14+monocyteにM-CSFにてマクロファージに分化させる。その後、膠芽腫培養細胞の培
養液を用いてマクロファージを 2 日間培養させ、TAM を樹立する。TAM の確認には、CD163, 
CD204, IL-12A, IL-10の発現状態を real-time PCR, westernで確認する。樹立した TAMと膠芽腫の
培養細胞(U87)とを共培養、共移植して細胞内の遺伝子発現変化、培養液内サイトカイン、invasion 
assay, migration assay, 腫瘍組織内のマクロファージ浸潤、マウスの生存期間などを解析。 

 
 (2)膠芽腫培養細胞における SIRPα CD47発現解析 
 
膠芽腫の培養細胞(U87MG, T98, A172, U251等)や神戸大学医学部脳神経外科の診療で手術摘出
した膠芽腫から樹立した膠芽腫培養細胞における SIRPα, CD47の発現状態について、western blot, 
real-time PCR, 免疫染色などで検討する。 

 
（3）膠芽腫細胞と TAMの共培養での、SIRPαの中和抗体(MY-1)による抗腫瘍効果 
 
上記（1）で樹立した TAM を共培養し、その後 SIRPα 中和抗体(MY-1)を投与して膠芽腫細胞
の増殖能、浸潤能、運動能、血管新生能、アポトーシスなどを解析する。また、マクロファージ
の貪食能、遊走能も解析する。 

 
（4）膠芽腫、グリオーマ患者髄液を用いた TAM関連 sCD163の発現解析 
 
治療前の膠芽腫、グリオーマ患者髄液を用いて、Bio-Plex Pro Human Inflammation Assays kitで
髄液中 sCD163等、マクロファージ関連炎症性メディエーターを測定し、マクロファージの活



性化状態について解析。 
 
 
４．研究成果 
 
(1)TAMの樹立と膠芽腫細胞の共培養、共移植による検討 
 
膠芽腫内の TAMの浸潤程度を検証すると、膠芽腫組織内の TAM浸潤率（CD163陽性率）は

4-75％（平均値：23.6±18.5%）であった。CD163陽性の TAMは主に壊死や血管の周囲に観察さ
れた。CD163と IL-6の二重免疫染色では、CD163陽性 TAMは IL-6も陽性であった。 

M-CSF と U87 培養培地を使用して、末梢単球から TAM 様マクロファージを生成すると、
CD163, CD204, IL-10, STAT3等 TAMのようなマクロファージマーカーを発現した。U87神経膠
腫細胞を TAM様マクロファージと共培養し、腫瘍上清中のさまざまなサイトカインをサイトカ
インアレイで分析すると、IL-8, IL06, IL-1, CXCL11などのサイトカイン、ケモカインの上昇が認
められた。共培養して migration assay, invasion assayを行うと、共培養したほうが単培養よりも
migration, invasionが上昇した。TAM様マクロファージと U87共移植すると、腫瘍の増大速度が
上昇し、生存期間が短縮した。また、組織を採取してマクロファージ量を計測すると、CD163陽
性マクロファージ、CD204陽性マクロファージの量が、TAMを共移植しない腫瘍と比較して有
意に上昇していた。また、TAMとの共移植腫瘍では STAT3の発現が上昇していた。また、TAM
と共移植した腫瘍では、腫瘍周囲のミクログリアの浸潤が高かった。 

 
(2) 膠芽腫培養細胞における SIRPα CD47発現解析 
 
グリオーマにおいて SIRPa、CD47の発現を免疫染色で解析すると、正常脳と比較して低悪性
度グリオーマではほぼ同等であり、高悪性度グリオーマ、特に膠芽腫などでは正常脳と比較して
SIRPaの発現は低下しており、また CD47の発現も膠芽腫では低下していた。一方、マクロファ
ージにおいては SIRPaの発現は低下しているものの、CD47の発現は維持されてた。 
 
 
(3) 膠芽腫細胞と TAMの共培養での、SIRPαの中和抗体(MY-1)による抗腫瘍効果 
 
TAMと膠芽腫培養細胞を共培養して、SIRPαの中和抗体(MY-1)による抗腫瘍効果を検討したが、
有意な抗腫瘍効果は認めなかった。また、中和抗体によるマクロファージの invasion, migration
の状態も有意な差を認めなかった。 
 
（4）膠芽腫、グリオーマ患者髄液を用いた TAM関連 sCD163の発現解析 
 
 グリオーマ 55例（膠芽腫 34例、grade 3グリオーマ 7例、grade 2グリオーマ 10例、grade 1グ
リオーマ 2例）と脳悪性リンパ腫 24例で、髄液中の炎症性メディエーターを計測し、悪性リン
パ腫に比較してグリオーマで髄液中濃度が有意に上昇していたサイトカインは IL-2, IL-8, IL-12, 
IL-20, IL-22. MMP1 の 5 つであった。PCNSL で有意に上昇していたものは、IL-10, Osteopontin, 
TNFSF13, TNFSF13B, TNFSF14, sCD163, MMP2, MMP3, sTNF-R1, sTNF-R2であった。sCD163は
PCNSL で有意に高値であったが、グリオーマでも検出され、グリオーマの中では膠芽腫(Grade 
4)が最も高かった。脳悪性リンパ腫と膠芽腫の腫瘍組織内の CD163 の浸潤量は有意な差を認め
なかったので、sCD163が脳悪性リンパ腫で高値であったのは、IL-10など様々なサイトカインの
影響でマクロファージの活性化がグリオーマでは弱く、脳悪性リンパ腫の方がマクロファージ
の活性化が亢進しているためと思われた。 
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